
ПП
уповинная кровь (ПК) была
использована для лечения бо�
лее 14 000 пациентов с различ�

ными заболеваниями – как злокачествен�
ными так и незлокачественными [1]. Эта
особенность основана, прежде всего, на
том, что ПК содержит гемопоэтические
стволовые клетки (ГСК) и гемопоэтичес�
кие клетки�предшественники (ГКП) кото�
рые могут замещать систему крови долж�
ным образом подготовленного (кондици�
онированного) пациента [2]. Начало
большому количеству исследований, под�
тверждающих, что ПК может быть потен�
циальным источником пригодных для
трансплантации ГСК/ГКП положила ус�
пешная трансплантация ПК, осуществ�
ленная 6 октября 1988 года [3, 4].

Криоконсервация традиционно при�
меняемых источников (ГСК/ГПК) – ко�
стного мозга и периферической крови
для терапевтического использования
проводится более 30 лет, тот же метод
применяется и для длительного хране�
ния ПК. Оптимальная криоконсервация
и получение жизнеспособных ГСК/ГПК
(определяемая по потенциалу прижив�
ления (энграфтмента)) зависит от ряда
параметров, включающих:

– время перевозки и температуру
хранения после сбора;

– обработку перед криохранением;
– выбранный криопротектор;
– скорость, температуру и протоко�

лы замораживания и размораживания;
– температуру длительного хране�

ния [5].
Рассмотрим эти параметры более

подробно, тем более что единой точки
зрения на оптимум криоконсервации
пока нет.

1. Время перевозки и температура 
хранения после сбора

По данным Hubel A et al. [6,7] на
жизнеспособность клеток ПК, оценива�
емый после размораживания, не оказы�
вало влияние хранение и транспорти�
ровка ее в течение 24 часов после сбора.

В исследовании, посвященному
оценке влияния места сбора, отсрочки
обработки ПК, эффекту криоконсерва�
ции на прогениторные клетки ПК
(Shlebak A et al., 1999), было выявлено
что:

– значимых различий в общем коли�
честве ядросодержащих клеток (ОЯК),
мононуклеарных клеток (МНК), коло�
ниеобразующих единиц – гранулоци�
тарно�макрофагальных (КОЕ�ГМ) или
колониеобразующей единицы – эритро�
цитов (КОЕ�Э) в образцах, взятых из
вен пуповины или вен основания пла�
центы не было;

– хранение ПК при комнатной тем�
пературе или при +4oC более 9 часов
приводит к значимому сокращению ко�
личества прогениторных клеток и их
жизнеспособности;

– и криоконсервация, как после про�
граммируемого замораживания так и
после пассивного замораживания, не�
значительно сокращала количества
МНК, жизнеспособность и выживание
КОЕ�ГМ, а потенциал КОЕ�ГМ проду�
цировать вторичные колонии значимо
сокращался после криконсервации (P =
0,04) [8].

2. Обработка перед криохранением
На сегодняшний день достаточных

данных о влиянии способа обработки
пуповинной крови на количественные и
качественные показатели ГСК/ГПК пу�
повинной крови нет, этот аспект опти�
мизации процедуры криоконсервации
нуждается в дальнейшем изучении.

До недавнего времени ни у кого не
вызывала сомнения предложенная
P.Rubinstein et al. (1985) необходимость
сокращения объема собранной ПК, то
есть удаление плазмы и большей части
эритроцитарной массы для оптимиза�
ции хранилища, уменьшения количества
криопротектора [9]. Также, считается,
что оставшиеся эритроциты, разрушаю�
щиеся в процессе криоконсервации,
снижают жизнеспособность ГСК/ГПК

[10]. Однако, появившиеся недавно дан�
ные показали, что удаление из ПК толь�
ко плазмы значительно увеличивает ко�
личество ядросодержащих клеток (ЯК)
в образце ПК до и после разморажива�
ния без серьезного влияния на качест�
венные показатели [11].

3. Выбор криопротектора
В 1959 г. в качестве криопротектора

для ГСК/ГПК был предложен и получил
широкое распространение в протоколах
криоконсервации диметилсульфоксид
(ДМСО) [12]. В настоящее время разли�
чия в протоколах использования ДМСО
как криопротектора представляют со�
бой использование его в разных концен�
трациях с целью максимально снизить
количество токсических эффектов и ос�
мотического стресса.

Имеющиеся в настоящее время про�
токолы криоконсервации используют
методы, установленные для прогени�
торных клеток костного мозга (КМ) и
периферической крови [13, 14], которые
зачастую разрабатывались эмпиричес�
ки. Такие протоколы могут привести к
потере до 50% популяции ядерных кле�
ток – потери для ПК неприемлемые. Ис�
следуя влияние концентрации ДМСО,
скорости его добавления и удаления,
было подтверждено заключение об оп�
тимальной для ПК концентрации
ДМСО – 10% [13, 14].

Способность ДМСО вызывать ток�
сические эффекты известна. Исследова�
ния на животных моделях показали до�
зозависимое сосудосуживающее дейст�
вие ДМСО [15]. Также описаны и токси�
ческие явления при использовании
ДМСО у людей. Такие явления развива�
ются во время реинфузии криоконсер�
вированных клеток. Наиболее частые
побочные эффекты, такие как тошнота,
рвота и колики в животе наблюдаются
практически у 50% пациентов [16] и, как
считается, возникают из�за вагусного
ответа, вызываемого внутривенной ин�
фузией холодной жидкости.
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Были также сообщения о сердечно�
сосудистых и респираторных наруше�
них, таких как гипотензия и брадикар�
дия [17] или, гораздо реже, гипертензия
и тахикардия, фатальная аритмия [18],
остановка дыхания [19, 20] и диффузное
альвеолярное кровотечение [21]. Неко�
торые центры описывали случаи токси�
ческого действия на нервную систему,
такие как обратимая лейкоэнцефалопа�
тия [22], эпилептические припадки [23,
24] и инсульт [25, 26]. Кроме того, сооб�
щалось также и о подъеме уровней ЛДГ
[27] и гемоглобинемии [28].

Наряду с традиционно применяемой
в трансплантации стволовых клеток
стандартной концентрацией ДМСО –
10%, было высказано предположение,
что целесообразным может быть сни�
жение его концентрации. Более низкие
концентрации ДМСО, например, 5% [29,
30] или 3,5% [31], также являются эф�
фективными криопротекторами. От�
мывка стволовых клеток для удаления
ДМСО, судя по всему, не оказывает не�
благоприятного действия на гематоло�
гическое восстановление и может со�
кратить токсические эффекты [32] и
дробное применение стволовых клеток
также может сократить риск побочных
эффектов [33]. Несколько лет назад под
эгидой EBMT (Европейская Организа�
ция по Трансплантации Костного Моз�
га) проводилось исследование, в кото�
ром приняли участие 97 центров транс�
плантации и целью которого было оце�
нить современную практику использо�
вания ДМСО и получить данные по его
токсичности [34].

Большинство центров (n=78) ис�
пользовали концентрацию 10% ДМСО и
только 5 центров – 5% ДМСО. Из 95
центров токсические эффекты ДМСО
наблюдались в 57 (60%), общее количе�
ство таких случаев составило 470. Всего,
95 центрами было проведено примерно
34 тысячи трансплантаций что дает ми�
нимальную итоговую частоту (т.е. об�
щее количество побочных эффектов
разделенное на общее количество
трансплантаций) в 1,4%; примерно один
на каждые 70 выполненных трансплан�
таций. Средняя частота токсических
эффектов ДМСО на центр составила
2,1%. В то же время использование
стратегий снижения количества ДМСО
(концентрация менее 10% или отмывка
клеток перед возвратом – 22 центра)
была ассоциирована с итоговой часто�
той токсичности 0,3%.

Интересно, что при таких данных
авторы сделали вывод о том, что неизве�
стно, приводит ли сокращение вводимо�
го количества ДМСО к сокращению по�
бочных эффектов и о том, что сегодня
не существует никаких нормативных
документов по его использованию и
большинство трансплантационных цен�
тров разрабатывают собственные про�
токолы для использования и примене�
ния ДМСО.

4. Скорость, температура и протоколы
замораживания и размораживания

Одним из первых получивших широ�
кое распространение протоколов крио�
консервации и размораживания пупо�
винной крови стал метод Нью�Йоркско�
го Центра Крови [9], в котором образцы
пуповинной крови после добавления
10% ДМСО пассивно охлаждались до
–50oС и затем помещались в жидкую
фракцию азота для хранения. Размора�
живание проводилось в водяной бане
при +37oС, затем клетки отмывались в
растворе 2,5% альбумина и 5% декстра�
на, центрифугировались и ресуспенди�
ровались.

С развитием оборудования для за�
мораживания и появлением т.н. замора�
живателей с програмируемой скоро�
стью, протоколы замораживания также
претерпели изменения. Появилась воз�
можность составлять программы замо�
раживания – примером может служить
протокол Университета Миннесоты [6].
В ряде исследований была показана эф�
фективность программного заморажи�
вания. Так, например, в исследовании
Meyer T.P. et al. [35] после криоконсер�
вации на программном замораживате�
ле, наблюдалась высокая жизнеспособ�
ность (89%), и количество CD34+ клеток
(89%), а КОЕ (88%).

Одним из спорных моментов до сих
пор является вопрос об отмывке клеток
от ДМСО. Одно исследование показало,
что размораживание и отмывка клеток
приводит к значительной потере клеток
(20% ОЯК по сравнению с количеством
до замораживания), причем на отмывку
приходится половина этой потери [36].
Удаление ДМСО не приводит к значимой
потере количества клеток, жизнеспособ�
ности, активности КОЕ�ГМ или количе�
стве CD34+ клеток, с учетом того, что
данная процедура занимает 3–4 часа ра�
боты лаборатории [37]. Есть данные о
том, что удаление ДМСО центрифугиро�
ванием значительно снижает количество

и жизнеспособность CD34+ клеток после
размораживания как ПК так и перифери�
ческой крови [38]. С другой стороны, по�
казатели кумулятивной частоты прижив�
ления и медианы времени восстановле�
ния количества нейтрофилов и тромбо�
цитов в группах с отмыванием клеток и
без отмывания не различались [39].

T Hahn в своей работе предлагает
вводить ПК пациентам сразу после раз�
мораживания не отмывая для упроще�
ния процедуры и сокращения потерь
клеток, особенно в случаях находящих�
ся на пределе клеточных доз когда есть
заключение, что предстоящая потеря
клеток может неблагоприятно повлиять
на исход ТПК [40].

Развитие технологий, и, в частности,
появление автоматических клеточных
сепараторов, частично разрешило мно�
голетнюю дискуссию о необходимости
отмывки клеток от ДМСО.

В одном из исследований при ис�
пользовании для отмывки клеток авто�
матической системы были получены
следующие результаты: медиана полу�
ченных CD34+ клеток составила 93% и
ОЯК – 89%; кроме того, медиана жизне�
способности CD34+ клеток по оценке
аннексином V и 7�аминоактиномицином
D (7�AAD), была 98% и 94%, соответст�
венно [41].

5. Температура длительного хранения
Около 10 лет назад стали появляться

работы по оценке влияния на стволовые
клетки длительного хранения в заморо�
женном виде. Так, исследование дли�
тельного криохранения стволовых кле�
ток КМ и периферической крови пока�
зало что ГСК остаются пригодными для
трансплантации после 14 лет криохра�
нения [42]. В конце прошлого века оцен�
ка количества КОЕ�ГМ, КОЕ�Э и коло�
ниеобразующих единиц гранулоцитов,
моноцитов и мегакариоцитов (КОЕ�
ГЭММ) в ПК после 12 лет хранения, а
также построенная линейная модель
(логарифм результатов жизнеспособ�
ности клеток) показала, что ПК может
храниться длительное время без суще�
ственной потери ГПК [43].

При помощи исследований проли�
феративной способности и способности
к самовоспроизводству КОЕ�ГМ, КОЕ�
Э и КОЕ�ГЭММ, а также оценки ex vivo
экспансии и инфузии NOD/SCID мышам
CD34+ клеток, выделенных из разморо�
женных образцов ПК было продемонст�
рировано отсутствие отрицательного
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эффекта длительного криохранения (в
течение 15 лет) [44]. И по последним
данным, в течение 23,5 лет [45] на коли�
чественные и качественные показатели
ГСК/ГПК.

В нашей работе мы суммируем опыт
Покровского банка стволовых клеток и
НИЛ Клеточных Технологий СЗГМУ
им. И.И. Мечникова по криоконсерва�
ции ГСК из ПК, размораживанию и от�
мывке клеток от ДМСО различными
способами для того, чтобы разработать
оптимальные для наших условий прото�
колы криоконсервации и подготовки
ГСК ПК к трансплантации.

В исследование были включены 85
образцов концентрата лейкоцитарной
фракции ПК помещенный на криохра�
нение в Общественном регистре доно�
ров ПК в период с октября 2009 г. по но�
ябрь 2010 (медиана срока криохранения
– 7 мес., размах – 2–15 мес). Перед за�
мораживанием выделение лейкоцитар�
ной фракции проводилось на аппарате
Sepax S100 (Biosafe, Швейцария) (группа
I; n=30), и методом двойного центрифу�
гирования на рефрижераторной цент�
рифуге Rotanta 460 RS (Hettich, Герма�
ния) (группа II; n=55). Криопакет (Pall,
США) с концентратом и криопротекто�
ром (раствор ДМСО 10%) заморажи�
вался, упакованный в термоусадочный
пакет (Thermogenesis, США). Замора�
живание концентрата осуществлялось в
программируемом замораживателе
Cryo 560�16 (Planer, Великобритания)
по следующей схеме (рисунок 1), в мо�
дификации Покровского банка стволо�
вых клеток (Патент № 416197. Приори�
тет изобретения от 11 декабря 2009 г.).

Стартовая температура – 4oС –
удерживается в течение 10 минут.

Далее образец:
– охлаждается со скоростью

1oС/мин. до –12oС;
– образец охлаждается со скоро�

стью 20oС/мин. до –60oС;
– образец нагревается со скоростью

15oС/мин. до –18oС;
– образец охлаждается со скоро�

стью 1oС/мин. до –60oС;
– в конце образец охлаждается со

скоростью 3oС/мин. до –100oС.
После размораживания все образцы

обрабатывали (отмывали от криопро�
тектора – р�р ДМСО 10% (Pall, Велико�
британия)) и проводили исследование
качественных показателей.

Сейчас существуют уже и данные о
клиническом применении ПК после
длительного криохранения, в которых
показано, что применение «старых»,
т.е. хранившихся 8 и более лет, образ�
цов ПК не снижает итоговую выживае�
мость после трансплантации ПК по
сравнению со «свежими» образцами ПК
[46]. Длительность криохранения не
коррелирует с худшими показателями
итоговой выживаемости, бессобытий�
ной выживаемости, трансплантат�ассо�
циированной смертности, рецидива или
приживления [47].

В нашей работе мы суммируем опыт
Покровского банка стволовых клеток –
НИЛ Клеточных Технологий СЗГМУ им.
И.И. Мечникова по выделению
ГСК/ГПК из ПК, размораживанию и от�
мывке клеток от ДМСО различными спо�
собами для того, чтобы разработать оп�
тимальные для наших условий протоко�

лы обработки, криоконсервации и под�
готовки ГСК/ГПК ПК к трансплантации.

Материалы и методы
В исследование были включены 85

образцов концентрата лейкоцитарной
фракции ПК помещенный на криохра�
нение в Общественном регистре доно�
ров ПК Покровского банка стволовых
клеток в период с октября 2009 г. по но�
ябрь 2010 г. (срок криохранения – 7,0 ±
0,42 мес.). Перед замораживанием выде�
ление лейкоцитарной фракции прово�
дилось на клеточном сепараторе Sepax
S100 (Biosafe, Швейцария) Kit�530 (груп�
па I; n=30 образцов), и методом двойно�
го центрифугирования на центрифуге
Rotanta 460 RS (Hettich, Германия)
(группа II; n=55 образцов). Затем все
размороженные образцы обрабатывали
(отмывали от криопротектора – 10%
раствора ДМСО (Pall, Великобрита�
ния)) методом простого центрифугиро�
вания (технология Нью�Йоркского
Центра Крови) [9] (подгруппа 1; n=21
образец), с помощью клеточного сепа�
ратора Sepax S100 (Biosafe, Швейцария)
на Kit�600 (группа 2; n=14 образцов) и
методом разведения (группа 3; n=50 об�
разцов).

Во всех образцах определялось
ОЯК, абсолютное количество
CD34+/CD45+ клеток и жизнеспособ�
ность в концентрате лейкоцитарной
фракции до замораживания, после раз�
мораживания и отмывки клеток от
криопротектора. Также определялись
показатели выхода (recovery)
CD34+/CD45+ клеток, ЯК и жизнеспо�
собности по формуле:

Yat/Ypf х 100,
где Yat – показатели после размора�

живания и отмывки, Ypf – показатели до
замораживания.

При отмывке ручным методом об�
разцы ПК размораживалсь при 37oС на
водяной бане в течение 5 минут. Непо�
средственно после размораживания на
водяной бане ПК из криопакета шпри�
цом переносилась в стерильный двой�
ной пакет, заполненный раствором
альбумина (2,5% раствор) на физиоло�
гическом растворе, затем пакет цент�
рифугировался при 400g в течение 10
минут. Супернатант удалялся, а осаж�
денные клетки ресуспендировались в
растворе альбумина. Все процедуры
проводились в воздушном потоке ла�
минарного бокса Herasafe KS 12
(«Heraeus», Германия).
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Рисунок 1. Кривая замораживания концентрата пуповинной крови для общественного ре�

гистра доноров.



Во втором случае размораживание
образцов ПК проводилось аналогично
на водяной бане при 37oС, но для отмыв�
ки клеток от криопротектора использо�
вался набор для аппаратной отмывки
CS�600 (Biosafe, Швейцария). Отмывоч�
ным буфером в данном случае также яв�
лялся 10% раствор альбумина на физио�
логическом растворе.

При методе разведения также ис�
пользовался 10% раствор альбумина в
соотношении 1:4.

После размораживания и отмывки
от криопротектора концентрата лейко�
цитарной взвеси проводился подсчет
ОЯК при помощи гематологического
анализатора «ACT diff 2» Beckman
Culter (Beckman Culter, США), и коли�
чества и жизнеспособности CD34/45+
клеток на проточном цитометре
Cytomix FC500 (Beckman Coulter,
США). Определение количества клеток
CD 34+/45+ осуществляли с помощью
набора Stem�Kit (Beckman Coulter,
США).

Пробоподготовку проводили стан�
дартным образом согласно рекоменда�
ции производителя. Измерение прово�
дили на проточном цитометре Cytomix
FC500 (Beckman Coulter, США) с ис�
пользованием программы CXP.

Результаты
В результате выделения ГСК/ГПК

из ПК способом автоматической сепа�
рации и двойного центрифугирования
были получены следующие результаты:
общее количество ядросодержащих
клеток (ОЯК) х 106 (выход ОЯК%) –
1037,74 ±87,79 (81,1±0,85%) и
1119,65±55,70 (78,7±1,13%), соответст�
венно; количество и жизнеспособность
CD34/45+ клеток в группах I и II соста�
вило 3,83±0,93 х106 и 3,54±0,30 х106, со�
ответственно, и 98,48±0,37% и
95,56±0,92, соответственно (p≤0,01)
(таблица 1). Выход CD34/45+ в группе I
и II после размораживания составил
89,85 ± 1,28% и 85,71 ± 1,67%, соответст�
венно, выход ядерных клеток в группах
I и II составил 97,38±2,11% и
84,55±1,53%, соответственно, жизне�
способность клеток после разморажи�
вания в группах I и II составила
88,13±1,16% и 78,90±1,87% соответст�
венно (таблица 2).

Полученные данные, в целом, соот�
ветствуют данным литературы [48, 49] и
показывают, что по всем общепринятым
показателям качества ПК метод автома�
тической сепарации эффективнее стан�
дартной методики двойного центрифу�
гирования. Кроме того, показатели раз�
мороженного концентрата, выделенно�

го автоматическим способом, в частнос�
ти, выход ОЯК, CD34+, жизнеспособно�
сти, также соответствуют данным лите�
ратуры [50] и достоверно превышают
показатели концентрата, разморожен�
ного после выделения методом центри�
фугирования.

Также, при сравнении способов раз�
мораживания были получены следую�
щие результаты: выход CD34/45+ в груп�
пах 1, 2 и 3 составил 83,17±4,16%,
92,75±1,77 и 84,58±1,5%, соответственно.
Выход ЯК в группах 1, 2 и 3 составил
82,7±3,26%, 94,08±1,53 и 86,41±1,3%, со�
ответственно, жизнеспособность клеток
после размораживания в группах 1, 2 и 3
составила 82,01±3,66%, 87,58±1,77 и
80,72±1,61% соответственно (таблица
3). Эти данные свидетельствуют о том,
что отмывка концентрата ГСК/ГПК с ис�
пользованием автоматического сепара�
тора позволяет получить наиболее каче�
ственный образец клеточного концент�
рата для последующей трансплантации.

В свете полученных нами данных
представляется интересным совмеще�
ние показателей образца ПК по методу
выделения ГСК/ГПК и методам подго�
товки к трансплантации.

В результате анализа мы получили 6
подгрупп – группы разделенные на ос�
нове метода выделения I и II подразде�
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Таблица 1. 

Показатели концентрата ядросодержащих клеток (ЯСК) пуповинной крови при выделении 
различными способами до замораживания

Технология выделения/ Общее количество Выход Количество Жизнеспособность
метод размораживания ЯСК, х106 клеток ЯСК CD34+ клеток клеток

до замораживания, х106 до замораживания (%)

I�группа: 

Клеточный сепаратор 

Sepax S100 (Biosafe) Kit�530 1037,74 ± 87,79 81,1± 0,85 3,83±0,93 98,48±0,37

II�группа: 

Центрифуга 

Rotanta 460 RS (Hettich) 1119,65 ± 55,70 78,7± 1,13 3,54±0,30 95,56±0,92

Таблица 1. 

Изменение показателей ядросодержащих клеток в концентрате пуповинной крови при выделении 
различными способами после размораживания

Технология выделения/ Общее кол-во Выход Кол-во Выход Жизнеспособность Выход
метод размораживания ЯСК после ЯСК после CD34+ клеток CD34+ клеток клеток после жизне-

размораживания, размораживания после размора- после размора- размора- способных
х106 клеток живания, х106 живания живания (%) клеток

I�группа: 

Клеточный сепаратор 

Sepax S100 (Biosafe) Kit�530 998,31±81,49 97,38±2,11 3,49±0,87 89,85 ± 1,28 88,13±1,16 89,48±1,09

II�группа: 

Центрифуга 

Rotanta 460 RS (Hettich) 941,32±48,77 84,55±1,53 2,99±0,25 85,71 ± 1,67 78,90±1,87 83,07±2,18



лялись в зависимости от способа размо�
раживания и отмывки (I�1, I�2, I�3 и II�
1, II�2 и II�3). Для этих подгрупп были
получены следующие результаты пред�
ставленные в таблице 4.

Из полученных данных видно, что
наилучшие качественные показатели
образца ПК наблюдаются при исполь�
зовании автоматического клеточного
сепаратора Sypax S100, как для выделе�
ния, так и для отмывания концентрата
ЯК после размораживания.

Также, нами проводилось исследова�
ния воздействия эритроцитов оставшихся
в концентрате ЯК после выделения на
жизнеспособность CD34/45+ клеток. Для
этого проводился корреляционный ана�
лиз влияния гематокрита в образцах до
криоконсервации на показатели размо�
роженного клеточного концентрата. Ге�
матокрит в образцах ПК составил
38,16±1,5%. В соответствии с нашими дан�
ными (рисунок 2) величина гематокрита
не оказывает выраженного действия на
выход и жизнеспособность CD34/45+
клеток (коэффициент корреляции �0,101
и �0,143, соответственно), что скорее под�
тверждает данные R.Chow [47].

Обсуждение
Успешное приживление при транс�

плантации ПК в значительной степени
зависит от сбора адекватного количест�
ва гемопоэтических прогениторных
клеток с последующей успешной кри�
консервацией этих клеток без серьез�
ных потерь в жизнеспособности и коли�
честве. Исходя из этого, критерии крио�
консервации, разработанные для ство�
ловых клеток периферической крови и
КМ, неприменимы для ПК. В первую
очередь, это связано с большой разни�
цей в количестве клеток между транс�
плантатом КМ при котором потеря до
50% стволовых клеток не является кри�
тичной и ПК, где потеря даже 10% мо�
жет оказаться фатальной.

Сегодня все больше говорится о том,
что одним из способов улучшения исхо�
дов трансплантации ПК является улуч�
шение качества образцов ПК, помещае�
мых для длительного криохранения в об�
щественные банки ПК. То есть каждый
этап банкирования ПК, особенно такие
критичные как выделение ЯК, криохра�
нение и подготовка к трансплантации
требуют особенного внимания.

Основываясь на полученных нами
данных, можно сделать вывод что, при
наличии соответствующего техническо�
го оснащения, наиболее эффективным
методом обработки ПК как для выделе�
ния концентрата ЯК, так и для последу�
ющей его отмывки после разморажива�
ния является автоматический, и, в част�
ности, система клеточной сепарации
Sepax S100 (Biosafe, Швейцария).

Так как данная система, к сожале�
нию, не является широко распростра�
ненной, в основном, по экономическим
причинам, то при использовании метода
двойного центрифугирования каждый
банк ПК и центр трансплантации дол�
жен делать выбор между подготовкой
образца ПК для трансплантации путем
разведения, что позволяет сохранить
большее количество клеток а, значит, и
приживление трансплантата будет бо�
лее успешным, но с возможным разви�
тием побочных токсических эффектов
ДМСО, и менее высокой вероятностью
приживления без побочных эффектов
ДМСО в случае отмывки концентрата
от криопротектора методом центрифу�
гирования.
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Таблица 3. 

Показатели количества ядросодержащих клеток (ЯСК) концентрата пуповинной крови 
после размораживания и отмывки различными способами

Методы отмывки Общее кол-во Выход Кол-во Выход Жизнеспособность Выход
ЯСК пуповинной ЯСК после ЯСК после CD34+ клеток CD34+ клеток клеток после жизне-
крови от ДМСО отмывки от ДМСО, отмывки от ДМСО после отмывки после отмывки отмывки способных

х106 клеток от ДМСО, х106 от ДМСО от ДМСО (%) клеток

Отмывка методом 

простого 

центрифугирования 804,88±102,81 82,7±3,26 2,92±0,58 83,17±4,16 82,01±3,66 84,26±3,65

Отмывка на клеточном 

сепараторе 

Sepax S100 (Biosafe) Kit�600 1072,47±113,6 94,08±1,53 2,43±0,44 92,75±1,77 87,58±1,77 88,65±1,71

Отмывка 

на центрифуге 

Rotanta 460 RS (Hettich) 966,71±48,13 86,41±1,3 3,37±0,53 84,58±1,5 80,72±1,61 84,94±1,97

Таблица 4. 

Общие показатели ядросодержащих клеток (ЯСК) в концентрате пуповинной крови 
после размораживания при отмывке различными способами

Технология выделения/ Общее кол-во Выход Кол-во Выход Жизнеспособность Выход
метод размораживания ЯСК после ЯСК после CD34+ клеток CD34+ клеток клеток после жизне-

размораживания, размораживания после размора- после размора- размора- способных
х106 клеток живания, х106 живания живания (%) клеток

Группа I�1 779,32±160,5 82,79±5,03 2,57±0,87 82,19±7,15 88,6±1,6 90,38±1,35

Группа I�2 1103,7±155,34 96,9±1,11 1,9±0,39 92,7±2,7 87,7±2,23 89,19±2,13

Группа I�3 966,14±111,01 92,56±3,61 5,61±2,36 87,46±2 87,45±2,42 88,74±2,36

Группа II�1 832,99±132,94 82,61±4,32 3,3±0,77 84,24±4,26 74,75±6,93 77,52±7,1

Группа II�2 1016,26±171,37 89±2,61 3,38±0,93 92,86±1,37 87,24±3,22 87,66±3,11

Группа II�3 966,85±54,1 84,88±1,27 2,81±0,27 83,86±1,8 78,92±1,83 83,99±2,38
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Рисунок 2. Зависимость выхода и жизнеспособности CD34/45+ клеток в пуповинной крови

после размораживания от величины гематокрита до криоконсервации.
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